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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft rekombinante Antikorper gegen natives gp96, Verfahren zu deren Herstellung, ihre 
Verwendung, Trennmaterialien, Vorrichtungen und Kits, die die genannten Antikorper umfassen, an natives gp96 gebundene Pep- 
tide und deren Isolierung, Nucleinsauresequenzen, die die genannten rekombinanten Antikorper codieren, und Wirtszellen, die die 
genannte DNA beinhalten und die Herstellung ent spree bender Antikorper ermoglichen. 
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Antikorper gegen natives gp96, deren 
Hers tel lung und Verwendung 

5 Die Erf indung bet riff t rekombinante Antikorper gegen natives gp9 6 , 
Verfahren zu deren Herstellung, ihre Verwendung, Trennmaterialien, 
Vorrichtungen und Kits, die die genannten Antikorper umfassen, 
an natives gp95 gebundene Peptide und deren Isolierung, 
Nucleinsauresequenzen, die die genannten rekombinanten Antikorper 
10 codieren, und Wirtszellen, die die genannte DNA beinhalten und 
die Herstellung ent sprechender Antikorper ermoglichen, sowie 
weitere unten beschriebene Aspekte. 

Hinterarund der Erf indung 

15 Das zur Gruppe der Hitzeschock-Proteine ("heat shock proteins") 
gehorende gp96 ist ein Protein, welches in der Lage ist, im Endo- 
plasmatischen Retikulum (ER) mit Peptiden zu assoziieren und so 
mit diesen einen immunogenen Kontext zu bilden. Werden solche 
gp96/Peptid-Komplexe in Mause injiziert, konnen starke Immunant- 

20 worten induziert werden. Diese Immunantworten sind spezifisch 
fiir die assoziierten Peptide, wie durch Induktion spezifischer 
Antworten durch cytotoxische T-Lymphozyten belegt werden kann. 
Die hohe Effektivitat insbesondere von gp96 ist moglicherweise 
durch die Tatsache erklarbar, dass antigenprasentierende Zellen 

25 (z.B. Makrophagen, dendritische Zellen) Rezeptoren tragen, die 
spezifisch sind fiir Hitzeschock-Proteine und ihre effiziente 
Aufnahme ermoglichen. Basierend auf diesen Anwendungen konnen 
Hitzeschockproteine zur Krebs-Immuntherapie in Mausen, verwendet 
werden (siehe Tamura et al.. Science 218, 117-120 (1994)). Welter 

30 erscheinen sie als ideale Adjuvant ien fiir auf individuelle 
Patienten massgeschneiderte Immunotherapie-Protokolle , 

Urn diese vielversprechenden Anwendungen zu ermoglichen, ist es 
jedoch erf orderlich, das entsprechende Hitzeschock-Protein aus 



wo 01/81423 



PCT/EPOl/04382 



2 

einer begrenzten Menge von Probenmaterial in sehr hoher Reinheit 
und in nativer Form zu erhalten. Hochspezif ische monoklonale 
Antikorper (mAb) , im Falle von gp96 gegen dieses Molekiil, waren 
hierfiir das ideale Hilfsmittel. Die bisher durch herkommliche 
5 Immunisierungsrotokolle hergestellten Antikorper sind jedoch von 
sehr begrenzter Eignung, da sie nur schwach mit dem nativen gp96 
reagieren - moglicherweise , weil das native gp9 6 in den zur 
Immunisierung verwendeten Tieren intrazellular im ER vorliegt, 
die im result ierenden B-Zell-Hybridom vorliegenden Antikorper 
10 jedoch ebenfalls im ER vorliegen und so eine Interferenz mit der 
normalen gp96-Funktion in den Hybridomzellen durch Reaktion von 
nativem gp96 mit dem gebildeten Antikorper vorliegt, die die 
entsprechenden Hybridomzellen nicht ihre Funktion wahrnehmen 
lasst . 

1 5 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, Antikorper zur 
Verfugung zu stellen, welche die praktisch ausschlieBliche 
Erkennung von nativem gp95 ermoglichen. Durch Verwendung rekombi- 
nanter Antikorper konnte nun diese Aufgabe gelost werden. 

20 

Uberblick uber die Erfindung 

Die vorliegende Offenlegung beschreibt die Konstruktion antigen- 
bindender Domanen von gp96-spezif ischen Antikorpern ausgehend 
von einer semi-synthetischen Immunglobulingen-Bibliothek . Die 

25 resultierendenEinzelketten-Antikorper (scFvAbs) werden f lir eine 
rasche Ein-Schritt-Methode zur chromatographischen Reinigung fiir 
die Isolierung von gp96-Molekulen verwendet . Diese sind immer 
noch in der Lage, spezif ische Immunantworten auszulosen, wie 
native gp96-Molekule, die mittels aufwendigerer konventioneller 

30 Protokolle gewonnen werden, bei denen ConA-Sepharose-Saulen- 
chromatographie und weitere Reinigungsschritte Einsatz finden. 
Die ConA-Sepharose-Behandlung fuhrt zu einer Kontaminierung mit 
ConA infolge von "Saulenbluten" , Da ConA ein T-Zell-Mitogen ist, 
kann es storend mit dem Immunsystem einer zu impfenden Person 
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Oder eines zu impfenden Tieres interf erieren. Weiterhin konnte 
gezeigt werden, daB Proteasen, wie Cathepsin E, in auf konventio- 
nelle Weise gereinigten gp96-Praparationen enthalten sind. All 
die potent iellen Risiken, die wegen der Kontaminationen von gp96 
5 vorliegen, konnen vermieden werden durch Verwendung der 
erfindungsgemassen Af f initatsreinigung mittels rekombinanter scFv- 
Antikorper. Ausserdem beschleunigen diese den Reinigungprozess 
und erlaiiben die Prozessierung kleiner Tumorproben. Diese Merkmale 
machen die rekombinanten anti-gp96-Antikorper zu eineiu idealen 
10 Werkzeug flir die Reinigung von gp96, das dann auch selbst in der 
Behandlung eingesetzt werden kann, beispielsweise von Krebs und 
Inf ekt ionserkrankungen . 

Abbildungen (fur weitere Details siehe auch Beispiele) 

1 5 Fig. 1 zeigt die Sequenzanalyse der recombinanten scFv-Antikorper . 

Es werden die Aminosauresequenzen der und der V^-Ketten- 

abschnitte gezeigt- Die Vji-Segmente der B10C-, G1 2D- und H11B- 
Klone gehoren zur Vh1 -Genf ainilie und sind vom Keimbahngen DP-3 
derivatisiert - Die VL-Gensegmentsequenzen sind identisch in alien 
20 Klonen und pass en zumV;,3- Gens egment IGLV3S1 /DPL1 6 . Die bestimiuten 
Vh- und V^-Sequenzen wurden verglichen mit Sequenzen aus der V 
Base (Medical Research Council, Caxnbr dige , U . H . ) , der GenBank und 
der EMBL-Sequenzdatenbank . 

Gezeigt werden jeweils die variablen und V^-Regionen der 

2 5 schweren und leichten Kettenabschnitte; FR = Geriistregion; CDR 

= Komplementaritatsdeterminierende Region) • Die Unterbrechungen 
innerhalb der Sequenzdarstellung jeweils innerhalb der Sequenz 
der schweren und der leichten Kette sollen nicht fehlende Bindung 
bedeuten, sondern nur ermoglichen, unterschiedliche Abschnitte 
30 (FR1 , CDR1 etc.) leichter zu erkennen. Tatsachlich bilden j eweils 

die Abschnitte FR1 bis FR4 der schweren und FR1 ' bis FR4 ' der 
leichten Kette eine zusammenhangende Kette. Es bedeuten (im 
Einbuchstabencode fur Axninosauren) : Schwere Kette: 
Bei Klon B10C: CDR3 = MPVSQMPH = SEQ ID NO: 1 ; CDR2 = LVDPEDGE- 
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TIYAEKFQG = SEQ ID NO: 4; CDRl = DYYMH = SEQ ID NO: 5. Gesamtse- 
quenz von Anfang FR1 bis Ende FR4 == SEQ ID NO: 10. 
Bei Klon G12D: CDR3 = IPLFGRDH = SEQ ID NO: 2; CDR2 = LVDPEDGE- 
TIYAEKFQG = SEQ ID NO: 4; CDRl = DYYMH = SEQ ID NO: 5. Gesamtse- 
5 quenz von Anfang FR1 bis Ende FR4 = SEQ ID NO: 11 . 

Bei Klon H11B: CDR3 = LAAGN = SEQ ID NO: 3; CDR2 = LVDPEDGETIYA- 
EKFQG = SEQ ID NO: 4; CDRl = DYYMY = SEQ ID NO: 6. Gesamtsequenz 
von Anfang FRi bis Ende FR4 - SEQ ID NO: 12. 
Leichte Kette: 

10 Bei alien drei Klonen: CDR1 ' = QGDSLRSYYAS = SEQ ID NO: 7; CDR2 ' 
- GKNNRPS = SEQ ID NO: 8; CDR3 * = NSRDSSGNHW = SEQ ID NO : 9. 
Gesamtsequenz von Anfang FRI' bis Ende FR4 ' = SEQ ID NO: 13. 

Fig. 2 : Diese Abbildung zeigt die den Aminosauresequenzen in Fig. 
15 1 zugrundeliegendenDNA-Sequenzen. Uber den codierenden Tripletts 
ist jeweils der Beginn der Geriist- und komplementaritatsdetermi- 
nierenden Regionen (FRI, CDRl etc.) angegeben. 
Codierender Abschnitt fiir Schwere Kette: 
Bei Klon Bl OC: 

20 CDR3 = ATG CCG GTT AGT CAG ATG OCT CAT = SEQ ID NO: 14; 

CDR2 = CTT GTT GAT CCT GAA GAT GGT GAA ACA ATA TAG GCA GAG AAG 
TTC CAG GGC = SEQ ID NO : 17; 

CDRl = GAC TAG TAG ATG CAG - SEQ ID NO : 18. 

Gesamtsequenz von Anfang FRI bis Ende FR4 = SEQ ID NO: 23. 
2 5 Bei Klon Gl 2D: 

CDR3 = ATT CCG TTG TTT GGG CGG GAT CAT= SEQ ID NO : 15; 

CDR2 = CTT GTT GAT CCT GAA GAT GGT GAA ACA ATA TAG GCA GAG AAG 

TTC CAG GGG = SEQ ID NO : 17; 

CDRl = GAC TAG TAG ATG CAC - SEQ ID NO : 18. 
30 Gesamtsequenz von Anfang FRI bis Ende FR4 = SEQ ID NO: 24. 
Bei Klon Hi IB: 

CDR3 - CTT GCT GGT GGT AAT = SEQ ID NO : 16; 

CDR2 = CTT GTT GAT CCT GAA GAT GGT GAA ACA ATA TAG GCA GAG AAG 
TTC CAG GGC = SEQ ID NO : 17 ; 
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CDR1 - GAC TAG TAG ATG TAG - SEQ ID NO : 19. 

Ges amtsequenz von Anfang FR1 bis Ende FR4 = SEQ ID NO: 25. 
Leichte Kette: Bei alien drei Kionen: 

GDR1 GAA GGA GAG AGG GTC AGA AGG TAT TAT GGA AGC =SEQ ID NO: 
5 20; 

GDR2'= GGT AAA AAG AAG CGG CCC TGA = SEQ ID NO : 21 ; 

GDR3'= AAG TCC CGG GAG AGC AGT GGT AAG GAT GTG GTA =SEQ ID NO: 

22. 

Gesamtsequenz von Anfang FRI ' bis Ende FR4 ' = SEQ ID NO: 26. 

1 0 

Fig. 3 : Bindungsaktivitat der rekombinanten Einzelketten {- Single 
Chain) -Fv-anti-gp95"Antikorper . Gereinigte scFv Abs werden auf 
die Bindung an MauS"gp96 untersucht, wobei auf einer Nitrocellulo- 
semembran (1) unter reduzierenden Bedingungen (SDS plus (3- 

15 Merkaptoethanol) , (2) denaturierenden Bedingungen (SDS) und (3) 
nativen (PBS) Bedingungen untersucht wird. Die Membran wird mit 
monoklonalein Maus-IgG-Anti-Human-c-myc, polyklonalem Peroxidase- 
konjugiertem Kaninchen-Anti-Maus-IgG und Substrat entwickelt. 
Der monoklonale Ratten-IgG-Anti"gp96-Antikorper (SPA-850) dient 

20 als positive^ ein scF^^-Oestradiol-Antikorper als negative 
Kontrolle. Alle rekombinanten scFv-Antikorper binden nur an das 
native Antigen, neg. ctr. = negative Kontrolle, pos.ctr. = 
positive Kontrolle . 

25 Fig. 4 : Prazipitation von nativem gp96 von Maus-Tumorzelllysaten. 

Hypotone Lsyate radioaktiv markierter IGELa2-Zellen werden mit 
den genannten Antikorpern inkubiert, gefolgt von Protein-G- 
Sepharose-Prazipitation und SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese . 
Die Kontrollbahn zeigt Prazipitation nur mit Protein-G-Sepharose 

30 alleine als Kontrolle. (1) = Kontrolle, (2) = Anti-BiP (SPA-847), 
(3) = Anti-gp96 (SPA-850), (4) = scFv (Klon HllB). 

Fig. 5 : Ghromatographische Reinigung von nativen gp96-Molekulen. 
Hypotone Lysate von radiomarkierten IGELa2- und humanen GIR-Zellen 
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werden mit rekombinanten anti-gp96-scFv-Antikorpern oder BSA als 
Negativkontrolle, jeweils immobilisiert auf Sepharose-Beads , 
inkubiert • Die Immunkomplexe werden durch SDS-Polyacrylamidgel- 
elektrophorese getrennt . (5) = BSA-Sepharose, (5) = Anti-gp96scFv- 
5 Sepharose, (7) = BSA-Sepharose, (8) = Anti-gp96scF v-Sepharose . 

Fig. 6 : Aktivierung von CTL durch scFv-gereinigte gp96-Molekule . 
C57BL/6-Mause werden i.p. luit PBS (A), gp96 gebunden an anti-gp96- 
scFv-Sepharose (B) , unbehandelte (C) , gp95, gereinigt nach 

10 Standardmethoden (D) , pH 1 0 , 5-eluierten gp9 6"Molekulen (E) und 
1,3 M NaCl eluierten gp96-Molekulen immunisiert . Nach 9 Tagen 
werden Splenocyten mit bestrahlten BALB.B-Zellen wahrend 5 Tagen 
inkubiert und die CTL-Aktivitat auf C57BL/6 (gefiillte Kreise) 
und BALB.B (gefiillte Dreiecke) ConA-Blasts geraessen. (9) = % 

15 spezifische Lyse, (10) = E : T-Verhaltnis . 

Detaillierte Beschreibung der Erfindung 

Die Erfindung betrifft rekombinante Antikorper, die natives gp96 
binden, insbesondere solche, welche die dritte Komplementaritat 

20 determinierende Region (CDR3) aus einem variablen Anteil einer 
schweren Kette eines Antikorpers gemass SEQ ID NO: ^ , SEQ ID NO: 
2 Oder SEQ ID NO: 3 umfassen (Fig. 1), insbesondere solche, welche 
in Fig 1 (a) die vom variablen Teil einer schweren Kette 
abgeleiteten Abschnitte CDR3 der Sequenzen SEQ ID NO: 1, SEQ ID 

2 5 NO: 2 oder SEQ ID NO: 3; CDR2 der Sequenz SEQ ID NO: 4; und CDR 
1 der Sequenz SEQ ID NO: 5 oder insbesondere SEQ ID NO: 6) und 
(b) die vom variablen Teil einer leichten Kette abgeleiteten 
Abschnitte CDRl ' der Sequenz SEQ ID NO: 7, CDR2 ' der Sequenz SEQ 
ID NO: 8 und CDR3 ' der Sequenz SEQ ID NO: 9 umfassen - 

30 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung der genannten rekombi- 
nanten Antikorper zur Reinigung oder Markierung von gp96. 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung der genannten 
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rekombinanten Antikorper zur (raschen) Reinigung von intakten 
gp96/Peptid-Komplexen aus kleinen Mengen von Tumormaterial oder 
infizierten Zellen, die anschliessend zur autologen oder ferner 
heterologen Immunotherapie verwendet werden konnen. 

5 

Die Erfindung betrifft auch gp96 mit gebundenen Peptiden, welches 
durch die oben beschriebene Reinigungsmethode gewinnbar ist bzw. 
vorzugsweise gewonnen worden ist, insbesondere zur Anwendung in 
einem Verfahren zur (vorzugsweise autologen) Immunisierung, sowie 
1 0 pharmazeutische Formulierungen, die einen nach der oben 
beschriebenen Reinigungsmethode gewinnbar en, insbesondere 
gewonnenen, gp96/Peptid-Komplex und ggf - weitere Tragermaterialien 
umf assen. 

Die Erfindung betrifft auch gp95 mit gebundenen Peptiden nach 
dem letzten Absatz zur Anwendung in einem Verfahren zu therapeuti- 
schen Behandlung des menschlichen oder tierischen Korpers, 
insbesondere zur heterologen oder vor allem autologen Immunisie- 
rung; die Verwendung des entsprechenden gp95 mit gebundenen 
Peptiden zur Herstellung eines Arzneimittels zur (insbesondere 
autologen) Immunisierung bei Patienten, die an einer Tumor- 
erkrankung oder einer Infektion leiden, sowie die Verwendung des 
entsprechenden gp96 mit gebundenen Peptiden zur Immunisierung 
dieser Patienten bzw. Methoden zur (insbesondere autologen) 
Immunisierung von Patienten mittels Verabreichung von gp96 gemass 
dem vorausgehenden Absatz an einen Patienten, der an einer 
Tumorerkrankung oder einer Infektion leidet und einer derartigen 
Behandlung bedarf . 

30 Die Erfindung betrifft auch die Isolierung von Peptiden, welche 
an natives gp96 aus Warmbliiterzellen gebunden sind, insbesondere 
bei Warmbliitern, die an einer Erkrankung leiden, z.B- einer 
Ischamie (etwa infolge eines Infarktes oder von Atherosklerose) , 
einer Tumorerkrankung oder einer Infektion, sowie entsprechende 



20 
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Peptide, soweit sie neu sind, und deren Verwendung. 

Die Erfindung betrifft auch Trennmaterialien (Matrices) und 
Vorrichtungen zur Reinigung von nativem gp96, die die erfindungs- 
5 gemassen rekonibinanten Antikorper umfassen. 

Die Erfindung betrifft auch Kits zur Reinigung oder zum Nachweis 
von nativem gp95, welche die erf indungsgemassen rekombinanten 
Antikorper umfassen . 

1 0 

Die Erfindung betrifft auch Nucleinsauresequenzen, insbesondere 
DNA-Sequenzen, welche fur erf indungsgemasse rekombinante 
Antikorper kodieren. 

15 Die Erfindung betrifft auch Wirtszellen, insbesondere Prokary- 
onten, wie E.coli, welche fiir erf indungsgemasse rekombinante 
Antikorper codierende Sequenzen umfassen. 

Die vor- und nachstehend genannten allgemeinen Ausdriicke haben 

2 0 vorzugsweise die folgenden Bedeutungen, wenn nicht anders 

angegeben, wobei allgemeine Begriffe stets durch entsprechende 
speziellere Begriffe oder Beschreibungen ersetzt werden konnen, 
was zu bevorzugten Ausfuhrungsf ormen der Erfindung f lihrt : 

25 Ein rekombinanter Antikorper, der natives gp96 bindet, ist ein 
aus einer oder mehreren nichtkovalent oder kovalent miteinander 
verbundenen Peptidketten aufgebautes Protein, welches die an 
natives gp96 bindenden komplementaritatsbestimmenden Regionen 
(CDR) umfasst, wobei auch Glykosylierungen oder andere Deri- 

3 0 vatisierungen vorliegen konnen; es handelt sich insbesondere um 

in ublicher Weise aus einer schweren und einer leichten Kette, 
die beispielsweise liber Disulf idbriicken oder auf andere Weise 
kovalent miteinander verbunden sind, aufgebaute Antikorper, oder 
vorzugsweise ein Fragment eines derartigen Antikorpers, 
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insbesondere des F(ab)2-TYps, oder insbesondere Einzelketten- 1 

i 

Antikorper (sc Abs) mit alien komplementaritatsdeterminierenden | 
Regionen auf einer Polypeptidkette , die noch weitere Sequenzen^ i 
wie Gerustsequenzen^ Linker- Sequenzen, Marker-Sequenzen (z.B. 1 
5 c-myc) oder Sequenzen, die eine spezifische Trennung erlauben, 
z.B. fur IMAC (Immobilisertes Metall-Af f initatschromatographie) , 
ijirifassen kann und/oder auch als Aggregat von zwei oder mehr derar- 
tigen Ketten vorliegen kann, wie es haufig gefunden wird (sowohl 
die tatsachlichen Einzelketten als auch deren Aggregate sind nach- 
10 folgend gemeint, wenn von scFv-Antikorpern (Abs) die Rede ist) - 
das Minimum flir derartige Einzelketten besteht aus den sogenannten 
Fv- Fragment en, welches die hypervariablen Regionen der schweren 
und der leichten Antikorperkette umfassen (derartige Fv-Fragmente 
sind schwer durch proteolytische Techniken herzustellen, da die 

1 5 entsprechenden variablen Domanen nach Verdiinnung zur Dissoziation 

tendieren) . Auch Gemische solcher Antikorper sind moglich. Rekom- 
binant bedeutet, daB mindestens ein Teil der Sequenz des entspre- 
chenden Antikorpers durch Methoden der rekombinanten Gentechno- 
logie modifiziert ist, wobei der entsprechende Antikorper auch 

2 0 auf enzymatischem oder chemischem Wege hergestellt werden kann 

Oder vorzugsweise durch Expression geeigneter Nucleinsauresequen- 
zen in einem Wirt sorganismus . 

Komplementaritatsdeterminierende Regionen (CDR) (auch hyper- 
25 variable Regionen genannt) sind solche, die fur die spezifische 
Bindung des jewiligen rekombinanten Antikorpers an gp96 
verantwortlich sind (die also den Idiotyp ausmachen) . 

Bevorzugt sind solche Antikorper, welche die drift e Kom- 
30 plementaritat determinierende Region (CDR3) der schweren Kette 
eines Antikorpers gemass SEQ ID NO: 1 , SEQ ID NO: 2 oder SEQ ID 
NO: 3 umfassen (Fig. 1), insbesondere solche, welche in Fig 1 
(a) die aus variablen Schwerketten-Sequenzen abgeleiteten Telle 
CDR3 (SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 oder SEQ ID NO: 3), CDR2 (SEQ 
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1 0 

ID NO: 4) und CDR 1 (SEQ ID NO: 5 oder insbesondere SEQ ID NO: 
6) und (b) die aus variablen Leichtketten-Sequenzen abgeleiteten 
der CDRV (SEQ ID NO: 7), CDR2 ' (SEQ ID NO: 8) und CDR3 * (SEQ 
ID NO: 9) lomfassen. Moglich sind auch solche Antikorper, bei denen 
diese CDR durch andere als die in Fig. 1 gezeigten Geriistregionen 
(FR) voneinander separiert sind. 

Die Erfindung betrifft auch natives gp96 bindende Antikorper, 
die Varianten der als bevorzugt gekennzeichneten Sequenzen 
beinhalten, z.B. Varianten, die aus einer DNA resultieren, die 
einer in-vitro-Mutagenese unterworfen worden sind, wobei die Be- 
dingung ist, dass diese noch die genannte Bindungsf ahigkeit besit- 
zen, insbesondere bei ublichen Messmethoden zur Affinitats- 
bestimmung mindestens zweimal, vorzugsweise mindestens 1 0-xnal 
starkere Affinitat zu leicht denaturiertem oder insbesondere 
nativem gp96 haben als der Antikorper SPA-850, der eine primare 
(Sequenz-) Struktur des gp96 erkennt , die sowohl in nativem als 
auch in denaturiertem gp95 vorhanden ist und so nicht selektiv 
ist fiir natives gp96, s.u.) . Solche Modif ikationen konnen in einer 
Addition, Substitutionoder Deletion vonAminosauren, vorzugsweise 
von bis zu 5, beispielsweise von einer Aminosaure, bestehen - 
besonders bevorzugt sind solche rekombinanten Antikorper, die 
eine optimale Affinitat haben, die hoch genug ist fiir starke gp96- 
Bindung, aber dennoch wieder die Freisetzung desselben aus 
gp96/Antik6rperkomplexen erlaubt, um so das gebundene gp96 wieder 
freisetzen zu konnen, was z.B. fiir die unten beschriebenen 
Reinigungsmethoden essentiell ist. Soweit die Modif ikationen die 
CDR betreffen, sind konservative Austausche bevorzugt, z.B. der 
Austausch einer hydrophoben Aminosaure durch eine andere, einer 
sauren durch eine andere, einer basischen durch eine andere, von 
Ser durch Thr, einer armatischen durch eine andere oder 
dergleichen, oder ferner Addition einer homologen Aminosaure, 
so dass eine Aminosaure durch zwei homologe Aminosauren ersetzt 
wird, Oder Deletion einer Aminosaure. 
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Daneben konnen vorzugsweise noch Gerustregionen FR (wie z.B. die 
in Fig- 1 gezeigten FR1 bis FR4 auf der schweren Kette, FR1 ' bis 
FR4 ' auf der leichten Kette, oder andere Aminosauresequenzen, 
die die Fahigkeit der Antikorper zur Bindung an leicht denaturier- 
5 tes Oder insbesondere natives gp96 haben) vorliegen. 

Besonders bevorzugte rekombinante Antikorper sind solche, die 
mindestens eine der Sequenzen fur die variablen Teile der schweren 
Ketten gemass Fig. 1 fur einen der Klone G1 2D, HUB oder Bl OC 

10 (SEQ ID NO: 10; SEQ ID NO: 11; oder SEQ ID NO 12), insbesondere 

die Mutante mit einer CDR 1 der Sequenz DYYMY (SEQ ID NO: 6) , 
welche bei der in den Beispielen beschriebenen Methode nicht 
erwartet werden konnte, also die Sequenz fur den variablen 
Abschnitt einer schweren Kette des Klons Hi IB (SEQ ID NO: 12); 

1 5 und die Sequenz fur den variablen Abschnitt der leichten Kette 
gemass Fig. 1 (SEQ ID NO: 13) umfassen, welche erf orderlichenf alls 
durch einen geeigneten Spacerabschnitt voneinander getrennt sind. 

Natives gp96 ist seiches, das dem in der Zelle normalerweise im 
20 ER vorliegenden in der Konf ormation im wesentlichen entspricht 
und noch in der Lage ist, die unter physiologischen Bedingungen 
gebundenen antigenen Peptide zu binden, so dass diese im Komplex 
mit gp96 isoliert werden konnen - mit anderen Worten, die 3D- 
Faltung ist soweit erhalten (oder sogar unverandert) , daB die 
25 Beladung mit den antigenen Peptiden noch moglich ist, auch bei 
Reinigung des gp96 wie unten als Teil der Erfindung beschrieben - 
im Gegensatz hierzu scheint die klassische Methode nach 
Srivastava, METHODS: A Companion to Methods in Enzymology 12., 
165-171 (1997) mindestens auch betrachtliche denaturierte Anteile 
30 zu enthalten. 



Die Reinigung von gp96 gelingt nach iiblichen Methoden, beispiels- 
weise durch Prazipitation des gp95 aus Losungen, wie Zelllysaten, 
sofern mindestens zwei Bindungsstellen pro rekombinantem 
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Antikorper fur gp96 vorliegen oder Aggregate von solchen | 
rekombinanten Antikorpern vorliegen, oder wenn weiter Anti- 1 
Antikorper eingesetzt werden, die mehr als eine Bindungsstelle i 

I 

fur Sequenzen auf den erf indungsgemassen rekombinanten Antikorpern l 
5 (beispielsweise c-myc-Sequenzen) haben und so zur Vernetzung in 

der Lage sind, insbesondere, wenn die Anti -Antikorper polyklonal 
sind; bevorzugt ist die Reinigung nach Bindung eines erfindungs- 
gemassen Antikorpers an ein geeignetes partikulares Tragermaterial 
mit aureichend grosser Oberflache, z.B. an eine auf Kohlenhydraten 

10 Oder Kunststoffen basierende Gelmatrix, wie insbesondere 
Sepharose. Die Reinigung kann dann durch Bindung in Suspension 
Oder durch Auftragen der zu reinigenden Probe auf eine Saule, 
die mit einer gebundenen rekombinanten Antikorper umfassenden 
Matrix gefullt ist, erfolgen. Moglich ist auch die Bindung an 

15 Membranen, z.B- Nitrozellulose , die mit dem entsprechenden 
rekombinanten Antikorper belegt sind, oder entsprechende andere 
Tragermaterialien. Die Elution des so gebundenen gp96 erfolgt 
mit geeigneten Losungen, insbesondere mit leicht basischen (pH 
vorzugsweise zwischen 7,2 und 12, insbesondere zwischen 7,2 und 

20 10,5; eingestellt beispielsweise mit Hilfe organischer Basen, 
insbesondere Stickstof fbasen, wie Triethanolamin) und/ oder 
salzhaltigen Eluenten, insbesondere 0,3 bis 4, vorzugsweise 0,5 
bis 1,5 M Salzlosungen, wie 0,7 bis 1,5 M Salzlosung, vorzugsweise 
mit Kochsalz (NaCl) als Salz. Sollen native Komplexe aus gp95 

25 und daran gebundenen Peptiden (z.B. aus geschadigten Geweben, 
wie ischamischen Geweben oder Geweben mit Krankheitserregern oder 
Krebsmarkern) isoliert werden, so wird vorzugsweise ein pH im 
Bereich zwischen 6 und 8 gewahlt und eine erhohte Salz- 
konzentration, insbesondere 0,7 bis 1,5 M Kochsalzlosung in 

30 Gegenwart von Puffer, wie Phosphatpuf f er . 



Die Markierung (d.h., qualitative oder quantitative Bestimmung) 
von gp96 kann beispielsweise mit iiblichen Assays zum Nachweis 
von Antigenen mit Antikorpern durchgefiihrt werden. So konnen die 
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erf indungsgemassen rekombinanten Antikorper vorzugsweise selbst 
direkt Sequenzen enthalten, die eine Markierung ermoglichen 
(beispielsweise Sequenzabschnitte , die Enzymf unkt ion haben und 
so direkt durch Umsetzung mit ent sprechenden Subs tr at en die De- 
5 tektion ermoglichen, oder durch dagegen gerichtete Antikorper 
erkannt werden konnen, die ihrerseits durch Standardmethoden nach- 
gewiesen werden konnen) , beispielsweise als Phosphatase, z.B. 
alkalische Phosphatase aus E. coli oder alkalische Phosphatase 
aus Saugetieren (z.B. aus Rind), Peroxidasen, wie Meerettichper- 

10 oxidase (mit z.B. 4-Chlor-1 -naphthol oder 3 , 3 ' , 5 , 5 ' -Tetramethyl- 
benzidin als Substrat) , (3-D-Galactosidase , Glucoseoxidase , 
Glucoamylase , Carboanhydrase , Acetylcholinesterase , Lysozym, 
Malatdehydrogenase oder Glucose-5-phosphatase ; ein Molekiil mit 
spezifischen Bindungseingenschaf ten, wie Streptavidin, das an 

1 5 Biotinbindet , oder andere charakteristische antigene Abschnitte , 
wie G~myc- Sequenzen oder -teilsequenzen, die insbesondere immuno- 
logisch nachgewiesen werden konnen. 

Auf diese Weise konnen die mit Antikorpern ublichen Nachweis- 
20 methoden fiir Antigene ("Immunoassays"), insbesondere Radio- 
immunoassays und vor allem Immunf lucres zenzmarkierung, Immunoblot- 
ting, Enzym- Immunoassays, insbesondere EIA oder ELISA, oder Dot- 
Assays durchgefuhrt werden, urn gp95 qualitativ und/oder 
quant it at iv nachzuweisen. 

25 

Die rasche Reinigung gelingt vorzugsweise durch Auftrennung eines 
( erf orderlichenf alls durch Ultrazentrifugation vorgeklarten) Zell- 
lysates iiber eine Saule, die mit einer Matrix beladen ist, die 
gebundene rekombinante Antikorper gemass der Erfindung tragt 
30 (siehe oben unter Reinigung, dort werden auch geeignete 

Elutionsbedingungen angegeben) , insbesondere iiber entsprechend 
modifizierte Sepharose. Zunachst wird aufgetragen, dann 
Verunreinigungen ausgewaschen, und zuletzt eluiert, wie oben fiir 
die Reinigung von gp96 beschrieben. 
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Die Immunotherapie bedient sich des so gewonnenen gp96, das im 
wesentlichen in nativer Form vorliegt, wenn entsprechende 
Elutionsbedingungen gewahlt werden (siehe oben oder in den 
Beispielen) r ^^^d noch gebundene Peptide aus den Tumorzellen oder 
5 den infizierten Zellen vorliegen, die charakteristisch fiir 
Krankheitszustande, wie Ischamien, Krebs oder Infektionen sind. 
Im Prinzip ist auch heterologe Immuntherapie itioglich, beispiels- 
^eise, wenn mehrere Patienten durch das gleiche Pathogen infiziert 
sind oder die gleiche Tumorerkrankung haben. 

1 0 

"Tumorerkrankung" bedeutet eine proliferative Erkrankung, 
beispielsweise solide Tumoren oder Blutkrebs, einschliesslich 
ggf. vorliegender Metastasen. Die zur Isolierung des gp96 
verwendeten Zellen sollten dann insbesondere Tumorzellen umfassen. 

1 5 "Infiziert" bedeutet, dass die entsprechenden Zellen durch einen 

Mikroorganismus , wie ein Virus, Bakterien, Mycoplasmen, einen 
Pilz Oder einen Parasiten, wie Protozoen, infiziert sind. 

Die Immuntherapie erfolgt durch enterale (z.B. nasale) oder 

2 0 vorzugsweise durch parent erale, insbesondere intramuskulare, 

subkutane oder ferner intrakraniale oder intralumbale Ver- 
abreichung eines wie oben beschrieben gereinigten gp96/Peptid- 
Komplexes an einen Patienten, vorzugsweise einen solchen, der 
einer solchen Behandlung bedarf , in Abwesenheit oder Gegenwart 

2 5 von weiteren Adjuvant ien, wie Aluminiunhydroxid, Lysolecithin, 

Pluronic-Polyolen, Polyanionen, Peptiden, Muramyldi- oder - 
tripeptiden, Squalenmischungen (SAF-1 ) , Saponinderivaten, 
Zellwandpraparationen von Mycobakterien, Quil A, Untereinheit 
B aus Choleratoxin, Proteine oder Olemulsionen, oder Kombinationen 

3 0 von zwei oder mehr davon. 



Die Erfindung betrifft somit auch die Verwendung der erfindungs- 
gemassen rekombinanten Antikorper zur Reinigung von gp95 aus 
Zellen oder Gewebsproben insbesondere aus einem Patienten, der 
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an einer Erkrankung, wie einer Ischamie (z.B. infolge eines 
Infarktes) , einem Tumor oder einer Infektion leidet , und (vor 
allem im Falle einer Infektion oder einer Tumor erkrankung) die 
nachfolgende Verabreichung des so gewonnenen gp96 an einen 
5 Patienten, insbesondere einen, der einer derartigen Behandlung 
bedarf, zur autologen oder ferner heterologen Immunisierung . 

Die Erfindung betrifft auch gp96 mit gebundenen Peptiden, welches 
durch die oben beschriebene Reinigungsmethode gewinnbar ist bzw. 
10 vorzugsweise gewonnen worden ist, insbesondere zur Anwendung in 
einem Verfahren zur (vorzugsweise autologen) Immunisierung, sowie 
pharmazeutische Formulierungen, die ein nach der oben be- 
schriebenen Reinigungsmethode gewinnbar en, insbesondere 
gewonnenen, gp96/Peptid-Komplex und ggf . weitere Tragermateri alien 

1 5 umfassen. AlsTragermaterialienkommeninsbesonderephysiologisch 

annehmbare Tragermaterialien in Frage, insbesondere physiologische 
Kochsalzlosung, Phosphatgepuf f erte physiologische Kochsalzlosung, 
steriles Wasser und ggf. Adjuvantien, wie oben genannt, in Frage. 
Andere Pufferungs- und dispergierend wirksame Tragermaterialien 

2 0 konnen verwendet werden. Der Fachmann kennt die moglichen 

Zusammensetzungen, Beispiele finden sich in Remington's 
Pharmaceutical Sciences (Alfonso R. Gennaro, Hrg. , 18th Edition, 
1990), hiermit durch Bezugnahme inkorporiert . Die Zusammenset- 
zungen werden nach iiblichen Methoden sterilisiert und verpackt , 
25 z.B. in Ampullen oder Glaschen, oder direkt verabreicht • Die 
Konzentration an gp95/Peptidkomples kann variieren, beispielsweise 
von ca. 0,001 bis 20 Gew--%, vorzugsweise von 0,01 bis 0,5%. 

Als "Patienten" kommen vor allem Warmbliiter, in erster Linie 
30 Sauger, vor allem der Mensch, in Betracht . 

Bei der Administration wird eine Dosis verabreicht, die 
normalerweise zum Stimulieren einer Immunantwort (insbesondere 
basierend auf cytotoxischen T-Lymphozyten) geeignet ist. Die Dosis 
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ist abhangig von den individuellen Patientenparametern wie Grosse, 
Alter, Geschlecht und Zustand, wird sich aber normalerweise 
vorzugsweise im Bereich von 0,001 bis 20000 ]J.g, vorzugsweise 0,005 
bis 4000 lag gp96/Peptidkomplex pro kg Patientengewicht bewegen. 

5 

Es ist auch moglich, mit erf indungsgemassen rekombinanten 
Antikorpern Warmbluter zu immunisieren, urn so Anti-Idiotyp- 
Antikorper, die antigene Bereiche von gp95 imitieren, herzustel- 
len. Die Immunis ierung erfolgt analog wie oben fur 
10 gp95/PEptidkomplexe beschrieben. 

Die Isolierung von Peptiden, welche an natives gp96 aus 
Warmbliiterzellen gebunden sind, insbesondere bei Warmbliitern, 
die an einer Erkrankung leiden, z.B, einer Ischamie (etwa infolge 

15 eines Infarktes) , einer Tumorerkrankung oder einer Infektion, 
ist moglich, indem man erf indungsgemass isoliertes natives gp96, 
das solche Peptide gebunden hat, aus ent spr echenden 
gp96/Peptidekomplexen freisetzt (z.B. durch Anderung der 
lonenstarke, Erhohung der Basizitat, beispielsweise mittels 

20 Stickstof fbasen, wie Triethanolarain, auf einen pH-Wert zwischen 
7,4 und 12, vorzugsweise zwischen 9 und 11,5), und erforderlichen- 
falls beispielsweise durch Gelf iltrat ion vom gp96 trennt . Die 
Peptide konnen dann welter untersucht (z.B. sequenziert) werden 
und auf ihre biologischen Wirkungen untersucht werden (z.B. 

2 5 Immunogenitat) und so auch das Erkennen pathogener Mechanismen, 
beispielsweise bei Ischamie, ermoglichen. Soweit sie neu sind, 
sind auch entsprechende Peptide Gegenstand der vorliegenden 
Erfindung, sowie deren Verwendung, beispielsweise in Immunisie- 
rungsprotokollen . 

30 

Als Vorrichtung zur Reinigung sind insbesondere chromatographische 
Saulen zu nennen, die mit einer Matrix gefullt sind, welche einen 
erf indungsgemassen rekombinanten Antikorper umfasst. Fur die 
Herstellung der Matrix finden insbesondere solche Grundmatrices 
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mit funktionellen Gruppen, wie Hydroxy-, Carboxy-, Amino-, Epoxy-, 
Dien- oder Mercaptogruppen, die eine Kopplung mit einem 
erf indungsgemassen Antikorper erlauben, insbesondere solche auf 
Polymerbasis, wie auf Basis von Polyacryl oder Poly aery Iderivat en 
5 ( insbesondere Oxiran-modif iziert , wie im Falle von Eupergit (Rohm 

Pharma, Darmstadt) oder insbesondere auf Basis aktivierter 
polymerer Kohlenhydrate, wie cyanogenbromid- aktivierter Sepharose 
(vor allem Sepharose 4, 4B oder 6MB), Verwendung. Entsprechend 
sind die antikorper-modif izierten Matrices gemass der Erfindung 

1 0 auf der Basis von Polymeren, wie Polyacryl oder dessen Derivaten 

(z-B. Eupergit), oder auf der Basis polymerer Kohlenhydrat e 
aufgebaut, welche erf indungsgemasse Antikorper (vorzugsweise 
kovalent gebunden) tragen. Eine geeignete Saule hat insbesondere 
ein inneres Volumen (inklusive Saulenmaterial) von 0,01 bis 10 
15 ml, z.B. von 0,05 bis 5 ml, beispielsweise von 0,05 bis 0,1 ml . 

Weitere zur Vorrichtung gehorige Komponenten konnen z.B. 
Schlauche, Vorratsgef asse fiir Eluenten und Waschlosungen und 
dergleichen sein. Eine Matrix (Tragermaterial) , wie oben 
beschrieben - insbesondere Sepharose - die einen erfin- 

2 0 dungsgemassenAntikorpertragt , insbesondere, wenndieser kovalent 

gebunden ist, ist selbst Gegenstand der Erfindung- Vorzugsweise 
umfasst eine entsprechende Vorrichtung auch eine Saule, die eine 
mit einem unspezif ischen Material, insbesondere Serumalbumin, 
wie Hinder serumalbumin, belegte Matrix (wie oben beschrieben, 
25 jedoch mit einem anderen Liganden als dem rekombinanten 
Antikorper) , die zur Vorreinigung geeignet ist (als Vorsaule) 
und vorzugsweise direkt der eigent lichen, mit dem rekombinanten 
Antikorper belegten Saule vorgeschaltet ist. 

30 Kits zur Reinigung oder zum Nachweis von nativem gp96, welche 
die erf indungsgemassen rekombinanten Antikorper umfassen, sind 
insbesondere solche, die eine wie im letzten Absatz beschriebene 
chromatographische Saule und erf order liche weitere Komponenten, 
wie eine ebenfalls vorstehend beschriebene Vorsaule und ggf . 
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Puffersalze oder Puf f erlosungen, Eluenten, oder dergleichen, und 
gewiinschtenf alls auch Nachweissysteme fiir isoliertes natives gp96 
oder daran gebundene Peptide, wie Komponenten entsprechender 
Immunoassays oder dergleichen, enthalten konnen, z.B. Antikorper 
5 gegen c-myc, Ant i -Antikorper gegen diese Antikorper, die z.B. 
mit einem Enzym als Komponente eines enzymatischen Nachweiss- 
ystems, wie einer Peroxidase, markiert sind, sowie entsprechende 
Reagenzlosungen und Substrate fiir diese Enzyme . 

Die Erfindung betrif ft auch Nucleinsauresequenzen, insbesondere 
DNA-Sequenzen, welche fiir erf indungsgemasse rekombinante 
Antikorper kodieren. Bevorzugt sind solche Nukleinsauresequenzen, 
die als fur den variablen Abschnitt einer schweren Kette 
codierende Nucleinsauresequenz eine der in Fig. 2 und deren 
Legende fur die CDR 3 aus den Klonen B1 OC (SEQ ID NO: 23) , G1 2D 
(SEQ ID NO: 24) oder HUB (SEQ ID NO: 25) genannten umfassen, 
und/oder als fiir den variablen Abschnitt einer leichten Kette 
codierende Nucleinsauresequenz die fur die CDR3"in Fig. 2 und 
deren Legende gezeigte (SEQ ID NO: 22) umfassen, wie in Klammer 
jeweils vorstehend angegeben; sowie jeweils beliebige fiir 
Gerustregionen codierende Sequenzen FR1 bis FR4 und FRI ' bis FR4 ' . 

Bevorzugt sind insbesondere solche Nukleinsauresequenzen, die 
als fiir den variablen Abschnitt einer schweren Kette codierende 
2 5 Nucleinsauresequenzen fiir die CDR1 eine der in Fig. 2 und deren 
Legende mit SEQ ID NO: 18 oder insbesondere SEQ ID NO: 19 
genannten Sequenzen umfassen, fiir die CDR2 die Sequenz gemass 
SEQ ID NO: 17 und fiir die CDR3 eine der Sequenzen gemass SEQ ID 
NO: 14, SEQ ID NO: 15 und SEQ ID NO: 16, und/oder als fiir den 
30 variablen Abschnitt einer leichten Kette codierende Nucleinsaure- 
sequenz die fiir die CDRV gemass SEQ ID NO: 20, fiir die CDR2 * 
gemass SEQ ID NO: 21 und fiir die CDR3" gemass SEQ ID NO : 22 in 
Fig. 2 und deren Legende gezeigten Sequenzen umfassen; sowie 
jeweils beliebige fiir Geriistregionen codierende Sequenzen FR1 



1 5 
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bis FR4 und FR1 ' bis FR4 ' , insbesondere die in Fig. 2 und deren 
Legende genannten . 

Am starksten bevorzugt sind solche Nukleinsauresequenzen, welche 
5 als fiir den variablen Teil der schweren Kette codierende Sequenz 
die in Fig. 2 gezeigte des Klons S1 OC (SEQ ID NO: 23) , des Klons 
G1 2D (SEQ ID NO: 24) oder insbesondere des Klons Hi IB (SEQ ID 
NO: 25) umfassen und/ oder als fiir den variablen Teil der leichten 
Kette codierende Sequenz die in Fig. 2 fiir alle alle Klone 
10 gezeigte (SEQ ID NO: 26). 



Bei alien Ausfuhrungsf ormen sind solche der oben genannten 
Nucleinsauresequenzen besonders bevorzugt, bei denen die fiir die 
variablen Abschnitte der schweren und der leichten Kette 
1 5 codierenden Sequenzen in ein und demselben Nucleinsaurestrang 
umfasst sind (Godierung fur Einzelketten-Antikorper ) . 



Besonders bevorzugt sind jeweils solche Nucleinsauresequenzen, 
die ferner fiir noch weitere Sequenzen, wie Gerustsequenzen, 
20 Linker-Sequenzen, Marker-Sequenzen (z.B. c-itiyc) oder Sequenzen, 
die eine spezifische Trennung erlauben, z.B. fiir IMAC (Immobili- 
sertes Metall-Af f initatschromatographie) , codierende Sequenz- 
abschnitte umfassen . 

Neben den gezeigten Nucleinsauresequenzen konnen auch alle 
25 Varianten vorliegen, die durch Ersetzung von Nucleinsauren im 
Rahmen der Degeneration des genetischen Codes oder des wobbling 
fiir dieselben Aminosauren codieren, sowie ferner solche Sequenzen, 
die fiir die oben beschriebenen moglichen Abweichungen der 
Aminosauren codieren , 

30 

Zu den erf indungsgemassen Nucleinsauresequenzen zahlen auch 
solche, die fiir die oben fiir Antikorper, die Varianten der als 
bevorzugt gekennzeichneten Sequenzen beinhalten, genannten 
Aminos auredeletionen, -insertionen oder -substitutionen codieren, 
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also selbst entsprechende Deletionen, Insertionen oder Sub- 
stitutionen von Nucleinsauren enthalten. Insbesondere sind bis 
zu 15, vorzugsweise bis zu 3 Nucleinsauren variiert (deletiert, 
inseriert oder substituiert ) . 

5 

Ebenfalls bevorzugt sind Vektoren, wie Plasmide, Cosmide oder 
dergleichen, die eine der genannten Sequenzen umfassen und in 
geeigneten Wirtszellen zur Expression bringen konnen. Ein 
bevorzugt er Vektor basiert auf deiu Vektor pHENl oder pHOG 21 
10 (siehe Beispiele) . 

Als Wirtszellen kommen solche in Betracht, welche in vitro 
kultivierbar sind. Geeignet sind eukaryotische oder insbesondere 
prokaryotische Zellen, z,B. Hefen, wie Saccharomyces cerevisiae, 
Saugetierzellen, Hybridome oder insbesondere Bakterien, wie 
E.coli, welche durch geeignete Vektoren transf ormiert sind. Fur 
die Herstellung glykosylierter Antikorper sind eukaryotische 
wirtszellen erf orderlich, fur die Herstellung von Einstrang- 
Antikorpern sind besonders Bakterien gut geeignet. Beispiele fiir 
Bakterien sind insbesondere solche, die arm an Restriktions- oder 
Modif ikationsenzymen sind, wie E. coli, z.B. E. coli X775, E.coli 
TGI Oder insbesondere E.coli XL1 -Blue (Stratagene) . 

Besonders bevorzugt als solche oder zum Einsatz bei alien 
25 vorstehend genannten Aspekten der Erfindung sind: Leicht 
denaturiertes oder insbesondere natives gp96 bindende sc 
(Einzelketten) -Fv-Antikorper oder Aggregate von zwei oder mehr 
davon, bei denen je der variable Teil einer leichten Kette und 
der einer schweren Kette innerhalb ein und derselben Peptidsequenz 
30 vorliegen, insbesondere in der Reihenfolge (variabler Teil der 
schweren Kette, z.B. Sequenz Anfang FR1 bis Ende FR4 in Fig. 1) - 
(Peptidlinker , z.B. Gly-Ser-Peptidlinker ) - (variabler Teil der 
leichten Kette, z.B. Sequenz Anfang FRI ' bis Ende FR4 ' in Fig. 
1) - (c-myc -Marker- Sequenz) - (His-Marker mit mehreren Histidinre- 



1 5 



20 
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sten in Folge, z.B. 6 x His) . 

Die Herstellung der Antikorper, Wirtszellen (inkl. Kultivierung 
und Transformation) , markierten Antikorper, Vorrichtungen, etc. 
5 erfolgt nach an sich bekannten Verfahren, beispielsweise analog 
zu den in den Beispielen genannten Verfahren, 

Besonders bevorzugt sind die in den Beispielen genannten leicht 
denaturiertes oder natives GP96 bindenden Antikorper, Verfahren, 
10 Vektoren und Vorrichtungen. 

Die nachfolgenden Beispiele dienen der Illustration der Erfindung, 
ohne ihren Umfang einschranken zu sollen: 

15 Mause und Antikorper: C57BL/5-Mause sind von Charles River WIGA 
(Sulzfeld, Deutschland) , BALB.B-Mause sind von Harlan Winkelmann 
(Borchen, Deutschland) . Beide Maustypen werden in den Tieranlagen 
des Instituts fur Zellbiologie, Tubingen, Deutschland, gehalten. 
Die Monoklonalen Antikorper gegen gp95 (anti-Grp94, SPA-850, Klon 

20 9G10) und gegen BiP (SPA-827, Klon 10C3) sind von StressGen 
Biotechnologies Corp., Victoria, BC, Canada, Zellkultur und CTL- 
Assay: Die Mauszelllinie IGELa2 und die humanen CI R-Zelllinien 
sind von ATCC, Rockville, MD, USA; sie werden in RPMI 1 640, 
enthaltend 10 % Fotales Kalberserum und supplementiert mit 0,3 

25 mg/ml L-Glutamin, Penicillin/Streptomycin ( 1 00 Einheiten/ml) und 
2-Mercaptoethanol (2 lal/ml) kultiviert. CTL-Linien werden 
erhalten durch wochentliche Stimulationen mit (mittels einer 
Casium-y-Strahlenquelle) bestrahlten Milz-Zellen aus BALB.B- 
Mausen. CTL-Assays werden wie in der Literatur beschrieben 

30 durchgefuhrt (Arnold et al . , J. Exp. Med, 1 82 , 885-889 (1 995)) 
unter Verwendung von ConA Blasts (Concanavalin A-aktivierte T- 
Zellen) aus Milzzellen als Zielzellen. Auch Con A Blasts werden 
ebenfalls wie in der zuletzt genannten Publikation beschrieben 
hergestellt . 
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Die Standard-Methode zur Reinigung von gp96 wird beschrieben in 
P.K. Srivastava, METHODS: A Companion to Methods Enzymol . 1 2 , 
165-71 (1997) und umfasst die Reinigung mittels ConA-Sepharose- 
und MonoQ-Anionenaustausch-Chroraatographie . 

5 

Beispiel 1 : Herstellung rekortibinanter Einzelketten-Fv (scFv) -Anti- 
ap96-AntikQrTDer 

Eine semisynthetische Phagendisplay-Bibliothek , welche aus 50 
verschiedenen humanen Keimbahngenen fiir schwere Ketten mit in 

1 0 der Sequenz randomisierten CDR3-Schleif en und einem konstanten 
humanen V;^3-Gen einer leichten Kette besteht und eine Kom- 
plexizitat von mehr als 10^ Klonen hat (Nissim et al., EMBO J. 
1 3 , 692-698 (1997), findet Verwendung zur Selektion von 
Einzelketten-Fv (scFv) -Ant ikorpern (Abs) . Fur die Herstellung der 

1 5 BibliothekwerdensynthetischeCDR3-Schleif en, welcherandomisier- 
te Sequenzen von 4-12 Aminosauren haben, in 50 variable Abschnitte 
aus schweren Ketten eingefiigt. Anschliessend wird das erhaltene 
Repertoir an Abschnitten aus schweren Ketten in den Phagemid- 
Vektor pHENI (siehe Hoogenboom et al . , Nucleic Acids Res. 1 9 , 

20 41 33-4137 (1991)) mit dem unmutierten, umgeordneten V;^3- 
Leichtkettengen IGLV3S1 /DPL1 6 (siehe Frippat et al., Nucl. Acids 
Res- 18, 7134 (1990) und Williams et al . , Eur. J. Immunol. 23 , 
1456-1461 (1993)) eingebaut. Nach Herstellung scFv-exprimierender 
Phagenpartikel in E. coli TGI werden 5 x 1 koloniebildende 

25 Einheiten (c.f.u.) in phosphatgepuf f erter Kochsalzlosung (PBS; 

150 mM NaCl, 150 mM Natriumphosphat , pH 7,2) mit 2 % Magermilch- 
pulver (MPBS) in Nunc Maxisorb-Immunrohrchen (Nunc, Roskilde, 
Danemark) , die mit 80 ]ig gp96 aus Maus (mgp96) beschichtet sind, 
zum Panning eingefuhrt. Unspezifisch gebundene Phagen werden durch 

30 intensives Waschen entfernt. Spezifische Phagen werden mit 100 
mM Triethylamin (pH12) eluiert und nach Neutralisation expandiert 
und fiir weitere Selektionsschritte , bis insgesamt vier davon 
durchgefuhrt sind, verwendet. Die Bindungsspezif itat wird durch 
ELISA ermittelt: Mikrotiterplatten werden mit mgp96 beschichtet 
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(0,5 p.g/Bohrung) , rait 2 % Magermilchpulver-Losung blockiert und 
dann mit Phagenpartikeln (10''° c . f .u. ) versetzt . Komruerziell 
erhaltliches polyklonales Huhnchen-anti-gp96-Serum (1:500) dient 
als positive und PBS als negative Kontrolle. Das System wird durch 
5 Zugabe von Kaninchen-anti-Ml 3-Phagen-Antikorper (Stratagene) , 
PO-konjugiertem Ziegen-Antikaninchen-Immunglobulin und Substrat 
(3,3' ,5,5' -Tetramethylbenzidin) entwickelt . Die Absorbanz wird 
bei 520 nm gemessen (Selektierte Phagen nach der vierten Selek- 
tion: A520nin = 1,406; negative Kontrolle A620 = 0, 065). Mit jedem 

10 Selektionsschritt wird erhohte Bindungsaktivitat f estgestellt . 

Nach der vierten Selektionsrunde werden Einzelkolonien (n = 77) 
hergestellt und die Antikorperdiversitat durch Verdauung von 
Plasmid-DNA mit dem Restriktionsenzym SstNl ermittelt. Drei 
Restriktionsmuster werden identif iziert und deren Nucleinsaurese- 

15 quenzen ermittelt (377 DNA Sequencer, Applied Biosystems Inc., 
Foster City, CA) (Fig. 2) . Drei Antikorperklone mit drei 
unterschiedlichen CDR3-Regionen (B1 OC mit Sequenz der CDR3-Region 
der SEQ ID NO 1 ; G1 2D mit Sequenz der CDR3 -Region der SEQ ID NO 
2; und Hi IB mit Sequenz der CDR3 -Region der SEQ ID NO 3) werden 

20 gefunden, siehe Fig. 1 . Im ELISA werden die Absorptionen bei 620 
nm fiir Klon B1 OC zu 1,297, fiir Klon G1 2D zu 0,651 und fiir Klon 
H11B zu 0,557, fiir die positive Kontrolle zu 0,557, fur die 
negative Kontrolle zu 0,003 A520nm ermittelt. 

2 5 Beispiel 2: Herstelluna von loslichen, fiir natives aTo96 
spezif ischen scF v-Ant ikorpern : 

Die Gensegmente der drei spezifischen scFv-Abs (B1 OC, G1 2D und 
Hi IB) werden durch Ncol -i\ro tl-Verdau erhalten, in das Plasmid 
pH0G21 (siehe Kipryanov et al . , J. Immunol. Meth. 200 , 60-77 
30 (1997)) einligiert und in E. coli XL1 -Blue (Stratagene) 

exprimiert. Die losliche Fraktion des periplasmatischen Extrakts 
und der Kulturiiber stand werden kombiniert, konzentriert und gegen 
50 mM Tris-HCl, 1M NaCl, pH 7,0, dialysiert. Alle der hergestell- 
ten scFv Abs enthalten poly-His-Markierungen, welche die Reinigung 
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durch IMAC (Immobilized Metall Affinity Chromatography = 
Af f initatschromatographie an immobilisierten Met alien) erlauben. 
Die Proben werden auf eine Saule des Typs "Chelating Sepharose 
Fast Flow Column" (Amersham Pharmacia Biotech, Upsala, Schweden) 
5 aufgetragen, die zuvor mit Ni^'^-Ionen beladen und mit Dialysepuf f er 
aquilibriert worden ist. Nach ausgiebigem Waschen wird das 
gebundene Material mit 250 nM Imidazol eluiert und gegen PBS 
dialysiert. Die Reinheit wird mittels Polyacrylamidgelelek- 
trophorese (PAGE) iiberpriift (nicht gezeigt) . 

|10 

BeisTDiel 3: Western-Blot- und Dot-Blot (=Punktautoradioaramm) - 
Analyse loslicher scFv-Antikoroer 

Maus-gp96 (mgp96) wird durch SDS-Gelelektrophorese unter 
reduzierenden Bedingungen (100 mM (3-Merkaptoethanol + 2 % 

15 Natriumdodecylsulf at = SDS) getrennt und auf Nitrocellulose 
transferiert . Fur die Dot-Blot-Analyse werden 500 ng mgp96 auf 
Nitrocellulosemembranen unter nativen (PBS) , denaturierenden (2 
% SDS) Oder reduzierenden (100 mM (3-Mercaptoethanol) Bedingungen 
aufgetragen. Sowohl die Western- als auch die Dot-Blotmembranen 

20 werden mit 2% MPBS blockiert. Das mgp96 wird mittels Ratten-IgG- 
anti-Grp94 (SPA-850, StressGen Biotechnologies) und Peroxidase- 
* konjugiertem Kaninchen- Anti-Rat ten- IgG (DAKO, Glostrup, Danemark) 

Oder mit den scFv-Antikorpern detektiert. Alle scFv Abs tragen 
einen c-myc-Marker , der die Markierung mit Maus-IgG-Anti-Human-myc 

25 (Genosys, The Woodlands, USA) und Peroxidase-konj ugiertem 

Kaninchen-anti-Maus-Antikorper (DAKO) erlaubt. Die Detektion 
loslicher scFv Abs kann mit einer Reihe von Konzentrationen 
ermittelt werden (1/1 bis 1/8192). Fig. 3 zeigt die Resultate 
der Dot -Blot-Analyse- Die gereinigten scF\^ Abs zeigen bei Analyse 

30 auf den mit reduziertem, denaturiertem oder nativen mgp96 
markierten Nitrozellulosemembranen nur Bindung an das native 
Protein (Fig. 3) . Die Daten der Western-Blot-Analyse (nicht 
gezeigt) bestatigen diesen Fund. 
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Beispiel 4: scFv-Antikorper prazipitieren native aD96-Molekule 
Testet man die rekombinanten scFv Abs in eineru ELISA, so erkennen 
sie nur gp96 in seiner nativen Form, wahrend der kommerziell 
erhaltliche Monoklonale Antikorper SPA-850 (StressGen Bio- 
5 technologies) dies nur kaum tut, was seine Niitzlichkeit fiir die 
Af f initatsreinigung von gp95 stark einschrankt. Zur Untersuchung 
der Fahigkeit der rekombinanten scFv Abs, mit nativem gp96 zu 
interagieren, werden Immunoprazipitationsexperimente nach 
Lysierung von radioaktiv markierten Zellen in einem hypotonischen 
)^ 0 Puffer durchgefuhrt , der es ermoglicht, dass die Proteine in ihrer 
nativen Konformation verbleiben. 

Hierfur werden Maus-Tumorzelllysate aus IGELa2-Zellen verwendet . 
1 0*^ Zellen werden metabolisch markiert in Gegenwart von ^^S- 
15 Methionin (150 y,Ci) in 1 0 ml Methionin-f reiem RPMI-Medium fiir 
16 Stunden inkubiert, Nach Lyse der Zellen in hypotonischem Puffer 
(30 mM NaHC03 pH 7,1) werden die Lysate liber Nacht an Protein 
G-Sepharose (Amersham Pharmacia Biotech) vor-adsorbiert . 
Spezifische Monoklonale Antikorper oder scFv-Anti-gp95 Abs und 

2 0 anti-c-myc Abs werden zu den klaren Lysaten in einer Menge von 

10 vig/ml zugegeben. Nach 90 min werden die Komplexe mit Protein-G- 
) Sepharose isoliert. In einigen Fallen werden die Lysate mit an 

Sepharose-Beads gekoppeltem Kinder serumalbumin (BSA) vorgeklart 
und die Kopplung direkt mit BSA- Sepharose als Kontrolle oder mit 
25 scFv-anti-gp96 Abs gekoppelt an Sepharose-Beads durchgefuhrt. 

Die Immunokomplexe werden wiederholt gewaschen und durch SDS- 
Polyacrylamidgelelektrophorese gewaschen. Die fixierten Gele 
werden getrocknet und auf einem Phosphoimager-Bildschirm expo- 
niert. Wie nach den vorherigen Ergebnissen zu erwarten, wird von 

3 0 SPA-850 nur eine schwache Bande, die der Molekiilgrosse von gp96 

entspricht, ausgefallt (Fig. 4, Bahn (3)). Im Gegensatz hierzu 
zeigen die Banden mit erf indungsgemassen scFv Abs starke 
Ausfallung der gp96-Molekule (Fig. 4, Bahn (4))- Somit erkennen 
die rekombinanten erf indungsgemassen Antikorper native gp95- 
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Molekiile viel besser als es ein monoklonaler Antikorper zu tun 
veriuag. Die Klone B1 OC und G1 2D zeigen vergleichbare Ergebnisse 
(nicht gezeigt) . Die scFv-anti-gp96 Abs sind auch effizienter 
bei der Prazipitation von gp96 als ein monoklonaler Antikorper 
5 gegen das in Endoplasmatischen Retikulum vorliegende Chaperon 
BiP, von dem bekannt ist, dass es mit einem unbekannten 40kDa- 
Protein und auch mit gp96 kreuzreagiert (Fig. 4, Bahn (2)). 

BeisTPiel 5: Reinigung von ao96 unter Verwendung von scFv- 

1 0 Antikorpern: 

Um gp96 in einem Schritt isolieren zu konnen, wird der scFv- 
Antikorper H11B an Sepharose-Beads gekoppelt . 5 mg davon oder 
BSA wird an 0,5 mg Cyanogenbromid-aktivierter Sepharose 
(Pharmacia) gekoppelt. Das BSA-gekoppelte Material dient als 

15 Vorsaule, um unspezifisch bindende Materialien zu entfernen. 

Vorgeklarte hypotonische Lysate der radioaktiv markierten Maus- 
Zelllinie IGELa2 werden direkt mit den scFv-Sepharose-Beads 
inkubiert- 1 ml IGELa2~Zellpellet s werden bei 4 °C im Dounce- 
Homogenisator (15-20 Auf- und Abbewegungen) in 20 ml hypotonischem 

20 Puffer homogenisiert (siehe Arnold et al . , J. Exp, Med. 1 82 , 885- 
889 (1 995) . Die Homogenate werden wahrend 60 min bei 1 00 000 x 
g zentrifugiert und die Uberstande auf eine Kontroll-BSA- 
Sepharose-Saule aufgetragen, die direkt mit der scFv-Anti-gp95- 
Saule verbunden ist. Beide Saulen sind mit PBS voraquilibriert . 

2 5 Nach ausgiebigem Waschen mit PBS, das 0,5% NaCl enthalt, wird 
gp96 mit 100 mM Natriumacetat (pH 4,5), das 0,15 % NaCl enthalt; 
Oder 100 mM Diethanolamin (pH 10,5) mit 0,15 M NaCl; oder PBS 
(pH 7,4) mit 1,3 M NaCl eluiert . Die Fraktionen werden mittels 
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western-Blot unter 

30 Verwendung des monoklonalen Antikorpers SPA- 85 0 (StressGen 
Biotechnologies) untersucht. Um die ungefahre Konzentration an 
gp96 zu ermitteln, wird die optische Dichte (OD) bei 280 nm unter 
Verwendung eines Exktinktionskoef f izienten von 1 gemessen. 
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Eine stark radioaktiv markierte Bande des Proteins, das nahe an 
der 94-kDa-Markerbande lauft, zeigt, daB der immobilisierte rekom- 
binante scFvHIlB in der Lage ist, gp95 spezifisch zu binden (Fig. 
5, (8)). Diese Bande fehlt in der Kontroll-Bahn (7), in der 
5 lediglich BSA-Sepharose-Beads zur Immunprazipitation verwendet 
^erden. Zur Anwendung in einem klinisch anwendbaren gp96- 
Reinigungsverf ahren sollte der rekombinante scFv-Antikorper auch 
in der Lage sein, humanes gp96 zu erkennen. Um zu testen, ob dies 
luoglich ist, werden die Immunprazipit ierungsexperimente mit 

10 hypotonen Lysaten menschlicher CIR-Zellen durchgefiihrt . Im 
Gegensatz zu immobilisiertem BSA (5) ist immobilisierter scFv- 
H1 1 B-Antikorper fahig, humane gp95-Molekule zu binden (6). Der 
Unterschied in den Intensitaten zwischen der Maus- und der Human- 
Bande in Fig. 5 kann durch die hoheren Expressionsspiegel 

15 (Konzentrationen) von gp95 in IGELa2-Zellen im Vergleich zu CIR- 

Zellen erklart werden (nicht gezeigt) . 

Auch immobilisierte B1 OC- oder Gl 2D-scFv-Antik6rper fallen Maus- 
und Human-gp96 in der gleichen Weise. 

20 

Beispiel 6: Aktivierung von CTLs (Cvtotoxische T-Lvmphozvten durch 
scFv-gereiniates ap96 In vivo : 

Da native gp96-Molekule durch die immobilisierten scFv- Abs 
erkannt werden^ wird untersucht, ob sie immer noch mit antigenen 

25 Peptiden assoziiert sind und in der Lage sind, spezifische 
Immunantworten zu induzieren. 8 bis 10 Wochen alte C57BL/6-Mause 
werden mit 30 lag aus IGELa2-Zellen unter Verwendung von nach der 
Standard-Methode oder mittels der scFv-anti-gp96-Methode 
gereinigtem gp96 in 300 ill PBS, oder mit 80 tj.1 Sepharose-Beads 

30 (bezogen auf das Beads -Volumen) gekoppelt an BSA oder an scFv, 

welches an gp96 komplexiert ist, in 300 ]il PBS immunisiert . 10 
Tage spater werden die Milzen entfernt und die Splenocyten mit 
bestrahlten (33Gy) Milzzellen aus BALB .B-Mausen wahrend 5 Tagen 
stimuliert . 
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Beispielsweise werden Sepharose-Saulen^ die mit rekombinantem 
scFv Antikorper gekoppelt sind^ mit den hypotonen Lysaten aus 
IGELa2-Zellen (die aus BALB/c-Mausen staxnmen und exprimieren) 
beladen und die gp96/scFv-Sepharose-Beads in C57BL/6-Mause 
5 inj iziert . 1 0 Tage nach der Immunisierung werden die rezipierenden 
Splenocyten mit bestrahlten BALB.B-Milzzellen (des H2^-Haplotyps) 
stimuliert. Da Mause mit BALB-Herkunf t sich von C57BL/ 6-Mausen 
an mehreren Minor-H-Genen unterscheiden und gp96 in der Lage ist, 
ein Cross-Priming zu induzieren (siehe Arnold et al., J. Exp. 

1 0 Med. 1 82 , 885-889 (1 995) , und J. Exp. Med. 1 86 , 451 -466 (1 997) ) , 
sollte eine Immunisierung der C57BL/6-ZMause mit BALB/c- 
deriviertem gp96 die BALB.B-reaktiven CTLs in den Rezipienten 
aktivieren. Wie in Fig. 6B zu sehen^ komplexiert die aus der mit 
den gp95/scFv-Sepharose"Beads immunisierten Maus erhaltene Kultur 

15 solche CTLs, die Minor-H-Antigene zeigen, welche auf BALB.B 
vorliegen, aber nicht auf C57BL/6-Blasten . Im Kontrollexperiment 
wird keine CTL-Aktivitat gefunden (Fig. 6A) . Diese Resultate 
zeigen, dass af f initatsgereinigtes gp96 immer noch mit antigenen 
Peptiden assoziiert ist, in diesem Falle mit Minor-H-Antigenen, 

20 und dass es in der Lag ist, eine spezifische Immunantwort 
hervor zuruf en . 

Um die Verwendbarkeit fiir klinische Anwendungen zu iiberprufen, 
wird versucht, gp96-Molekule aus den Sepharose-Beads unter 

25 Auf rechterhaltung ihrer Immunogenitat zu eluieren. Mehrere 
Bedingungen zur Elution der gp96-Molekule von den Af f initatssaulen 
werden untersucht . Nur der Diethanolamin-Puf f er mit einem pH von 
10,5 Oder ein Puffer mit hoher Salzkonzentration (1,3 M NaCl) 
sind in der Lage, gp96-Molekule erfolgreich f reiszusetzen, wie 

30 durch Dot-Blot-Analyse gezeigt werden kann (nicht gezeigt) . Ein 
Puffer mit pH 4,5 kann gp96 nicht von der HIIB-Saule eluieren. 

Um zu test en, ob die eluierten gp96-Molekule immer noch immunogen 
sind, werden Cross-Priming-Experimente durch Immunisierung von 
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C57BL/5-Mausen, jetzt mit chromatographisch gereinigtem IGELa2 
gp96, wie durch Elution von den gp96/Scf v-Sepharose-Beads 
erhalten, durchgef iihrt . Wie in den Fig. 6C bis 6F gezeigt, sind 
mit dem Hochsalz-Puf f er (1,3 M NaCl) eluierte gp96-Molekule 
5 tatsachlich in der Lage, CTLs zu generieren, die spezif isch Minor- 
H-Antigene aus BALB,B-Zellen erkennen (Fig. 6F) . Die affinitats- 
gereinigten gp96-Molekule sind genauso effizient bei der 
Generierung einer CTL-Antwort wie das gp96, welches aus denselben 
Maus-IGELa2-Zellen unter Verwendung des Standardpro toko lis stammt 

10 (Fig. 6D) . Dagegen wird bei der Maus mit gp96, das von der scFv- 

Saule mittels des pH 10,5-Puffers eluiert ist, keine CTL-Antwort 
festgestellt (Fig. 6E) . Dies kann durch den Verlust vom gp96 
gebundener Peptide wahrend des Elutionsvorgangs bei basischem 
pH erklart werden. Im selben Experiment verursachen nicht 

15 ixnmunisierte C57BL/6-Mause keine CTL-Antwort (Fig. 6C) . 

Seguenziorotokoll - freier Text 

SEQ ID NO: 1 : Randomisierte CDR3-Schleif e als Bestandteil einer 
schweren Kette eines Antikorpers, siehe Nissim et al, EMBO J. 

20 1^(3), 692-98 (1 994); SEQ ID NO: 2 und 3 : Zuf sllssequenz fur CDR3 
einer schweren Kette eines Antikorpers, Herstellung gemass Nissim 
et al., 1994. SEQ ID NO : 1 0 bis 12: Rekombinante Sequenz fiir 
variablen Teil der schweren Kette von Antikorpern mit Zufalls- 
sequenz fiir CDR3 (Nissim, 1994); SEQ ID NO 14 bis 16: Zufalls- 

2 5 sequenz, codiert fur CDR3 einer schweren Kette eines Antikorpers, 
Herstellung siehe Nissim et al . , 1994; SEQ ID NO: 23 bis 25: 
Rekomb. Sequenz, codiert fiir variablen Teil der schweren Kette 
von Antikorpern mit Zuf allssequenz fiir CDR 3 (Nissim, 1 994). 
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Anspruche : 

1 , Rekombinante Antikorper, die natives gp96 binden. 

2 - Antikorper gemass Anspruch 1 , welche die dritte Kompleraentari- 
5 tat determinierende Regi on ( CDR3 ) dejT schweiren Kette eines 

Antikorpers gemass SEQ ID NO: ^ , SEQ ID NO: 2 oder SEQ ID NO: 

3 umfassen. 

3. Antikorper gemass einem der Anspruche 1 und 2, welche (a) die 

1 0 vom variablen Teil der schweren Kete abgeleiteten Abschnitte CDR3 

der Sequenz SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 oder SEQ ID NO: 3; CDR2 
der Sequenz SEQ ID NO: 4; und CDR 1 der Sequenz SEQ ID NO: 5 oder 
insbesondere SEQ ID NO: 6 und (b) die vorm variablen Teil der 
schweren Kette abgeleiteten Abschnitte CDR1 ' mit der Sequenz SEQ 
15 ID NO: 7, CDR2 ' mit der Sequenz SEQ ID NO: 8 und CDR3 ' mit der 
SEQ ID NO: 9 umfassen. 

4- Antikorper, vorzugsweise Einzelketten-Antikorper , gemass einem 
der Anspruche 1 bis 3, welcher (a) die variable Sequenz der 

2 0 schweren Kette gemass SEQ ID NO : 10, SEQ ID NO: 11 oder SEQ ID 

NO: 12 und (b) die variable Sequenz der leichten Sequenz gemass 
SEQ ID NO: 23 umfasst, getrennt durch einen Spacer . 

5- Verwendung eines rekombinanten Antikorpers gemass einem der 
25 Anspruche 1 bis 4 zur Reinigung oder Markierung von gp96. 

6- Verwendung eines rekombinanten Antikorper gemass einem der 
Anspruche 1 bis 4 zur Reinigung von intakten gp96/Peptid-Komplexen 
aus kleinen Mengen von Tumormaterial oder infizierten Zellen. 

30 

7- Verfahren zur Reinigung von gp96, dadurch gekennzeichnet , dass 
nach Zentrifugation zur Klarung eines Zellysates ein Trennungs- 
schritt an einer Matrix vorgenommen wird, die gebundene Antikorper 
gemass einem der Anspruche 1 bis 4 tragt, und anschliessend das 
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gebundene gp96 freigesetzt wird. 

8. gp96 mit gebundenen Peptiden, welches nach dem Reinigungs- 
verfahren gemass Anspruch 7 gewinnbar ist. 

5 

9. gp95 mit gebundenen Peptiden nach Anspruch 8 zur Anwendung 
in einem Verfahren zu therapeutischen Behandlung des menschlichen 
Oder tierischen Korpers , insbesondere zur autologen Immunisierung. 

10 10- Verwendung von gp96 mit gebundenen Peptiden gemass Anspruch 
8 zur Herstellung eines Arzneimittels zur (insbesondere autologen) 
Immunisierung bei Pat lent en, die an einer Tumorerkrankung oder 
einer Infektion leiden, 

15 11. Verwendung von gp96 mit gebundenen Peptiden gemass Anspruch 
8 zur Immunisierung von Patienten. 

12- Vorrichtung zur Reinigung von nativem gp95, welche einen 
rekombinanten Antikorper gemass einem der Anspriiche 1 bis 4 
20 umfasst. 

13. Kit zur Reinigung oder zum Nachweis von nativem gp96, 
umfassend einen rekombinanten Antikorper gemass einem der 
Anspriiche 1 bis 4. 

25 

14. Nucleinsauresequenzen, insbesondere DNA-Sequenzen, welche 
fiir erf indungsgemasse rekombinante Antikorper gemass einem der 
Anspriiche 1 bis 4 kodieren. 

30 15. Wirtszellen, insbesondere Prokaryonten, wie E.coli, welche 
fiir erf indungsgemasse rekombinante Antikorper gemass einem der 
Anspriiche 1 bis 4 codierende Sequenzen umfassen. 

16. Eine Matrix, insbesondere Sepharose oder ein Gel auf 
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Polyacrylamidbasis , die einen rekombinanten Antikorper gemass 
einem der Anspriiche 1 bis 4 tragt . 

17. Verfahren zur Isolierung von Peptiden, welche an natives gp95 
5 aus Warmbluterzellen, das nach dem Verfahren in Anspruch 7 
gewinnbar ist, gebunden sind, insbesondere aus Warmblutern, die 
an einer Erkrankung leiden. 
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Variabler Teil Schwere Kette 

FR1 



Klon B1 OC 
Klon G1 2D 
Klon H11B 



QVQLVQSGAEVKKPGATVKI SCKVSGYTFT 



CDR1 FR2 

(B1 OC) DYYMH WVQQAPGKGLEWMG 

(G12D) 

(HUB) Y 

CDR2 

(B1 OC) LVDPEDGETIYAEKFQG 

(G1 2D) 

(HUB) 



FR3 

(B1 OC) RVTITADTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCAR 

(G12D) 

(H11B) 



CDR3 FR4 

(B10C) MPVSQMPH WGQGTLVTVSR (SEQ ID NO: 10) 

(G12D) IPLFGRDH (SEQ ID NO: 11) 

(HUB) LAAG..-N (SEQ ID NO : 12) 

Variabler Teil Leichte Kette 

FR1 ^ 

Alle Klone: SELTQDPAVSVALGQTVRITC 

CDR1 ^ FR2 ^ CDR2 ^ 

QGDSLRSYYAS WYQQKPQAPVLVIY GKNNRPS 

FR3 ^ CDR3 ^ 

GIPDRFSGSSSGNTASLTITGAQAEDEADYYC NSRDSSGNHW 

FR4^ 

FGGGTKLTVLG ( SEQ ID NO : 13) 

FIG. 1 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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Variabler Teil Schwere Kette 
FR1 



B1 OC 
G1 2D 
H11B 



GAG GTG GAG CTG GTG GAG TGT GGG GGT GAG GTG AAG AAG CCT 



GGG GGT AGA GTG AAA ATG TCG TGG AAG GTT TCT GGA TAG ACG TTC 



GDR1 FR2 
ACG GAG TAG TAG ATG GAG TGG GTG CAA GAG GGG CCT GGA AAA GGG GTT 



TAG 



CDR2 

GAG TGG ATG GGA CTT GTT GAT CCT GAA GAT GGT GAA AGA ATA TAG 



FR3 

GGA GAG AAG TTC GAG GGC AGA GTC ACG ATA ACC GGG GAG ACG TCT 



AGA GAG ACA GGC TAG ATG GAG CTG AGG AGG GTG AGA TCT GAG GAC 



GDR3 

ACG GGC GTG TAT TAG TGT GGA AGA ATG CCG GTT AGT GAG ATG CCT 

ATT CCG TTG TTT GGG GGG GAT 

CTT GGT GGT GGT 

FR4 

GAT TGG GGC CAA GGT ACC CTG GTC ACC GTG TCG AGA (SEQ ID NO : 23) 

(SEQ ID NO: 24) 

(SEQ ID NO: 25) 

Variabler Teil Leichte Kette: 
FRi ^ 

TCT GAG GTG ACT GAG GAC CCT GCT GTG TGT GTG GGC TTG GGA GAG ACA 

CDR1 ^ 

GTC AGG ATG ACA TGG GAA GGA GAC AGC CTG AGA AGG TAT TAT GGA AGG 

FR2- CDR2^ 
TGG TAG CAG CAG AAG CCA GGA GAG GGC CCT GTA CTT GTC ATG TAT GGT 

FR3 ^ 

AAA AAG AAG GGG GGC TGA GGG ATG CCA GAC GGA TTC TCT GGC TCG AGG 

TGA GGA AAG ACA GCT TCC TTG ACC ATG ACT GGG GGT GAG GGG GAA GAT 

CDR3 ^ 

GAG GGT GAC TAT TAG TGT AAC TCC GGG GAC AGG AGT GGT AAG CAT GTG 
FR4 ^ 

GTA TTC GGC GGA GGG ACC AAG GTG ACC GTC GTA GGT (SEQ ID NO : 26) 

FIG. 2 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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H11B 



G12D 
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B10C 

1 
2. 
3 
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2 

3 
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Fig. 3 
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12 3 4 




-94 kDa 
-67 kDa 

-43 kDa 



FSg. 4 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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5 6 7 8 



Fig. 5 
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ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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SEQUENZPROTOKOLL 

<110> Dr. Penning BioMed GmbH • 

<120> Antikorper gegen natives gp96, deren Herstellung und 
Verwendung 

<130> PC 01 191 K 

<140> 
<141> 

<150> DE 100 19 967.4 
<151> 2000-04-20 

<160> 26 

<170> Patentin Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 8 
<212> PRT 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: 

randomisierte CDR3-Schleif e als Bestandteil einer 
schweren Kette eines Antikorpers, siehe Nissim et 
al, (1994) 



<300> 

<301> Nissim et al., Ahuva 
<303> EMBO J. 
<304> 1994 
<305> 13(3) 
<306> 692-698 



<400> 1 

Met Pro Val Ser Gin Met Pro His 
1 5 



<210> 2 
<211> 8 
<212> PRT 

<213> Kiinstliche Sequenz 



<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: 

Zufallssequenz fur CDR3 einer schweren Kette eines 
Antikorpers, Herstellung gemass Nissim et al., 
1994 



<300> 

<301> Nissim et al . , Ahuva 
<303> EMBO J. 
<304> 1994 



wo 01/81423 



PCT/EPOl/04382 



<305> 13(3) 
<306> 692-698 

<400> 2 

lie Pro Leu Phe Gly Arg Asp His 
1 5 



<210> 3 
<211> 5 
<212> PRT 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 

Zufallssequenz fur CDR3 einer schweren Kette eines 
Antikorpers, Hersteliung gemass Nissim et al . , 
1994 

<300> 

<301> Nissim et al . , Ahuva 
<303> EMBO J. 
<304> 1994 
<305> 13(3) 
<306> 692-698 

<400> 3 

Leu Ala Ala Gly Asn 
1 5 



<210> 4 
<211> 17 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<300> 

<301> Nissim et al . , Ahuva 
<303> EMBO J. 
<304> 1994 
<305> 13 (3) 
<306> 692-698 

<400> 4 

Leu Val Asp Pro Glu Asp Gly Glu Thr lie Tyr Ala Glu Lys Phe Gin 
15 10 15 

Gly 



<210> 5 
<211> 5 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 



<300> 



2 
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<301> Nissim et al., Ahuva 
<303> EMBO J. 
<304> 1994 
<305> 13 (3) 
<306> 692-698 

<400> 5 

Asp Tyr Tyr Met His 
1 5 



<210> 6 

<211> 5 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 



<300> 

<301> Nissim et al - , Ahuva 
<303> EMBO J. 
<304> 1994 
<305> 13 (3) 
<306> 692-698 



<400> 6 

Asp Tyr Met Met Tyr 
1 5 



<210> 7 

<211> 11 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<300> 

<301> Nissim et al,, Ahuva 
<303> EMBO J. 
<304> 1994 
<305> 13 (3) 
<306> 692-698 

<400> 7 

Gin Gly Asp Ser Leu Arg Ser Tyr Tyr Ala Ser 
15 10 



<210> 8 

<211> 7 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<300> 

<301> Nissim et al . , Ahuva 
<303> EMBO J. 
<304> 1994 
<305> 13(3) 
<306> 692-698 



3 
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<400> 8 

Gly Lys Asn Asn Arg Pro Ser 
1 5 



<210> 9 

<211> 11 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<300> 

<301> Nissim at al - , Ahuva 
<303> EMBO J. 
<304> 1994 
<305> 13(3) 
<306> 692-698 

<400> 9 

Asn Ser Arg Asp Ser Ser Gly Asn His Val Val 
15 10 



<210> 10 
<211> 117 
<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: rekombinante 
Sequenz fiir variablen Tell der schweren Kette von 
Antikorpern mit Zuf allssequenz fur CDR3 (Nissim, 
1994) 

<300> 

<301> Nissim et al.;. Ahuva 
<303> EMBO J. 
<304> 1994 
<305> 13(3) 
<306> 692-698 

<400> 10 

Gin Val Gin Leu Val Gin Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala 
15 10 15 

Thr Val Lys lie Ser Cys Lys Val Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr 
20 25 30 

Tyr Met His Trp Val Gin Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met 
35 40 45 

Gly Leu Val Asp Pro Glu Asp Gly Glu Thr lie Tyr Ala Glu Lys Phe 
50 55 60 

Gin Gly Arg Val Thr He Thr Ala Asp Thr Ser Thr Asp Thr Ala Tyr 
65 70 75 80 



Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glr Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

4 



wo 01/81423 



PCT/EPOl/04382 



85 90 95 

Ala Arg Met Pro Val Ser Gin Met Pro His Trp Gly Gin Gly Thr Leu 
100 105 110 

Val Thr Val Ser Arg 
115 



<210> 11 
<211> 117 
<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Rekoiabinante 
Sequenz fur variablen Teil der schweren Kette von 
Antikorpern mit Zuf allssequenz fur CDR3 (Nissim, 
1994) 

<300> 

<301> Nissim et al., Ahuva 
<303> EMBO J. 
<304> 1994 
<305> 13 (3) 
<305> 692-698 

<400> 11 

Gin Val Gin Leu Val Gin Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala 
15 10 15 

Thr Val Lys He Ser Cys Lys Val Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr 
20 25 30 

Tyr Met His Trp Val Gin Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met 
35 40 45 

Gly Leu Val Asp Pro Glu Asp Gly Glu Thr He Tyr Ala Glu Lys Phe 
50 55 60 

Gin Gly Arg Val Thr He Thr Ala Asp Thr Ser Thr Asp Thr Ala Tyr 
65 70 75 80 

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

85 90 95 

Ala Arg He Pro Leu Phe Gly Arg Asp His Trp Gly Gin Gly Thr Leu 
100 105 110 

Val Thr Val Ser Arg 
115 



<210> 12 
<211> 114 
<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 
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<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Rekombinante 
Sequenz fur variablen Teil der schweren Kette von 
Antikorpern mit Zuf ailssequenz fiir CDR3 (Nissim, 
1994) 



<300> 

<301> Nissim et al - , Ahuva 
<303> EMBO J. 
<304> 1994 
<305> 13(3) 
<306> 692-698 



<400> 12 
Gin Val Gin Leu 
1 

Thr Val Lys lie 
20 

Tyr Met Tyr Trp 
35 



Val Gin Ser Gly 
5 

Ser Cys Lys Val 

Val Gin Gin Ala 
40 



Ala Glu Val Lys 
10 

Ser Gly Tyr Thr 
25 

Pro Gly Lys Gly 



Lys Pro Gly Ala 
15 

Phe Thr Asp Tyr 
30 

Leu Glu Trp Met 
45 



Gly Leu Val Asp Pro Glu Asp Gly Glu Thr lie Tyr Ala Glu Lys Phe 
50 55 60 

Gin Gly Arg Val Thr lie Thr Ala Asp Thr Ser Thr Asp Thr Ala Tyr 
65 70 75 80 



Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

85 90 95 

Ala Arg Leu Ala Ala Gly Asn Trp Gly Gin Gly Thr Leu Val Thr Val 
100 105 110 



Ser Arg 



<210> 13 
<211> 108 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 



<300> 

<301> Nissim et al . , Ahuva 
<303> EMBO J. 
<304> 1994 
<305> 13(3) 
<306> 692-698 



<400> 13 

Ser Glu Leu Thr Gin Asp Pro Ala Val Ser Val Ala Leu Gly Gin Thr 
1 5 10 15 

Val Arg lie Thr Cys Gin Gly Asp Ser Leu Arg Ser Tyr Tyr Ala Ser 

6 
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20 25 30 

Trp Tyr Gin Gin Lys Pro Gly Gin Ala Pro Val Leu Val lie Tyr Gly 
35 40 45 

Lys Asn Asn Arg Pro , Ser Gly lie Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Ser 
50 55 60 

Ser Gly Asn Thr Ala Ser Leu Thr lie Thr Gly Ala Gin Ala Glu Asp 
65 70 75 80 

Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Asn Ser Arg Asp Ser Ser Gly Asn His Val 

85 90 95 

Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly 
100 105 



<210> 14 
<211> 24 
<212> DNA 

<213> Ktinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 

Zufallssequenz, codiert fur CDR3 einer schweren 
Kette eines Antikorpers, Herstellung siehe Nissim 
et al, 1994 

<300> 

<301> Nissim et al . , Ahuva 
<303> EMBO J. 
<304> 1994 
<305> 13(3) 
<306> 692-698 

<400> 14 

atgccggtta gtcagatgcc teat 



<210> 15 
<211> 24 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 

Zuf allssequenz, codiert fiir CDR3 einer schweren 
Kette eines Antikorpers, Herstellung siehe Nissim 
et al, 1994 

<300> 

<301> Nissim et al., Ahuva 
<303> EMBO J. 
<304> 1994 
<305> 13(3) 
<306> 692-698 

7 
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<400> 15 

attccgttgt ttgggcggga teat 24 



<210> 16 
<211> 15 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: 

Zufallssequenz, codiert fur CDR3 einer schweren 
Kette eines Antikorpers, Hersteilung siehe Nissim 
et al, 1994 



<300> 




<301> 


Nissim et al 


<303> 


EMBO J- 


<304> 


1994 


<305> 


13(3) 


<306> 


692-698 


<400> 


16 


cttgctgctg gtaat 


<210> 


17 


<211> 


51 


<212> 


DNA 


<213> 


Homo sapiens 


<300> 




<301> 


Nissim et al 


<303> 


EMBO J. 


<304> 


1994 


<305> 


13(3) 


<306> 


692-698 


<400> 


17 



15 



Ahuva 



cttgttgatc ctgaagatgg tgaaacaata tacgcagaga agttccaggg c 51 



<210> 


18 


<211> 


15 


<212> 


DNA 


<213> 


Homo sapiens 


<300> 




<301> 


Nissim et al 


<303> 


EMBO J. 


<304> 


1994 


<305> 


13(3) 


<306> 


692-698 



Ahuva 



<400> 18 

gactactaca tgcac 



8 



15 
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<210> 19 

<211> 15 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<300> 

<301> Nissim et al., Ahuva 
<303> EMBO J, 
<304> 1994 
<305> 13 (3) 
<306> 692-698 

<400> 19 

gactactaca tgtac 



<210> 20 

<211> 33 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<300> 

<301> Nissim et al., Ahuva 
<303> EMBO J. 
<304> 1994 
<305> 13(3) 
<306> 692-698 

<400> 20 

caaggagaca gcctcagaag ctattatgca age 



<210> 21 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<300> 

<301> Nissim et al,, Ahuva 
<303> EMBO J. 
<304> 1994 
<305> 13 (3) 
<306> 692-698 

<400> 21 

ggtaaaaaca accggccctc a 



<210> 22 

<211> 33 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<300> 

<301> Nissim et al . , Ahuva 



9 
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<303> EMBO J. 
<304> 1994 
<305> 13(3) 
<306> 692-698 

<400> 22 

aactcccggg acagcagtgg taaccatgtg gta 33 



<210> 23 
<211> 351 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Rekomb. Se- 
quenz, codiert f. variablen Teil der schweren 
Kette von Antikorper mit Zuf allssequenz ftir CDR3 { 
Nissim, 1994) 



<300> 

<301> Nissim et al . , Ahuva 
<303> EMBO J. 
<304> 1994 
<305> 13(3) 
<306> 692-698 



<400> 23 

caggtgcagc 

tcctgcaagg 

cctggaaaag 

gcagagaagt 

atggagctga 

gttagtcaga 



tggtgcagtc 
tttctggata 
ggcttgagtg 
tccagggcag 
gcagcctgag 
tgcctcattg 



tggggctgag 
caccttcacc 
gatgggactt 
agtcaccata 
atctgaggac 
gggccaaggt 



gtgaagaagc 
gactactaca 
gttgatcctg 
accgcggaca 
acggccgtgt 
accctggtca 



ctggggctac agtgaaaatc 60 
tgcactgggt gcaacaggcc 120 
aagatggtga aacaatatac 18 0 
cgtctacaga cacagcctac 240 
attactgtgc aagaatgccg 300 
ccgtgtcgag a 351 



<210> 24 
<211> 351 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Rekomb. Se- 
quenz, codiert f. variablen Teil der schweren 
Kette von Antikorper mit Zuf allssequenz fur CDR3 ( 
Nissim, 1994) 

<300> 

<301> Nissim et ai - , Ahuva 
<303> EMBO J. 
<304> 1994 
<305> 13(3) 
<306> 692-698 

<400> 24 

caggtgcagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaagc ctggggctac agtgaaaatc 60 
tcctgcaagg tttctggata caccttcacc gactactaca tgcactgggt gcaacaggcc 120 

10 
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cctggaaaag ggcttgagtg 
gcagagaagt tccagggcag 
atggagctga gcagcctgag 
ttgtttgggc gggatcattg 



gatgggactt gttgatcctg 
agtcaccata accgcggaca 
atctgaggac acggccgtgt 
gggccaaggt accctggtca 



aagatggtga aacaatatac 180 
cgtctacaga cacagcctac 240 
attactgtgc aagaattccg 300 
ccgtgtcgag a 351 



<210> 25 
<211> 342 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 



<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Rekombinante 
Sequenz, codiert fiir variablen Teil der schweren 
Kette eines Antikorpers mit CDR3-Zuf allssequenz 
(Nissira) 



<300> 

<301> Nissim et al . , Ahuva 
<303> EMBO J. 
<304> 1994 
<305> 13(3) 
<306> 692-698 



<400> 25 

caggtgcagc 

tcctgcaagg 

cctggaaaag 

gcagagaagt 

atggagctga 

gctggtaatt 



tggtgcagtc 
tttctggata 
ggcttgagtg 
tccagggcag 
gcagcctgag 
ggggccaagg 



tggggctgag 
caccttcacc 
gatgggactt 
agtcaccata 
atctgaggac 
taccctggtc 



gtgaagaagc 
gactactaca 
gttgatcctg 
accgcggaca 
acggccgtgt 
accgtgtcga 



ctggggctac agtgaaaatc 60 
tgtactgggt gcaacaggcc 120 
aagatggtga aacaatatac 18 0 
cgtctacaga cacagcctac 240 
attactgtgc aagacttgct 300 
ga 342 



<210> 26 

<211> 324 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<400> 26 

tctgagctga ctcaggaccc tgctgtgtct gtggccttgg gacagacagt caggatcaca 60 
tgccaaggag acagcctcag aagctattat gcaagctggt accagcagaa gccaggacag 120 
gcccctgtac ttgtcatcta tggtaaaaac aaccggccct cagggatccc agaccgattc 180 
tctggctcca gctcaggaaa cacagcttcc ttgaccatca ctggggctca ggcggaagat 240 
gaggctgact attactgtaa ctcccgggac agcagtggta accatgtggt attcggcgga 300 
gggaccaagc tgaccgtcct aggt 324 
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